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摘要 
来源于植物内生真菌的次级代谢产物是具有结构新颖和生物活性独特的先
导化合物的重要来源。金线莲是福建名贵的道地药材，药理活性丰富。目前有关
金线莲内生真菌次级代谢产物的报道不多，研究其内生真菌次级代谢产物具有重
要意义。在前期实验中，通过雌激素受体 ERα模型从 93株金线莲内生真菌中筛
选出 3株具有特异性激活 ERα转录活性的菌株，Diaporthe sp.（ARL-09）、Arth
rinium arundinis (ARL-13) 与 Annulohypoxylon cf. stygium（ARTCL-05）。本课
题主要目标是从菌株 Diaporthe sp.（ARL-09）与 Annulohypoxylon cf. stygium（A
RTCL-05）的粗提物中分离纯化出具有特异性激活 ERα转录活性的化合物。 
本研究通过活性追踪的方法，综合利用 TLC、RP-18柱色谱、凝胶柱 Sepha
dex LH20 色谱、正相硅胶柱色谱、HPLC 等多种色谱学分离手段，从活性菌株
Annulohypoxylon cf. stygium（ARTCL-05）及 Diaporthe sp.（ARL-09）的粗提物
中分离得到 28个化合物，并通过理化性质和多种现在波谱学手段（UV、IR、M
S、NMR）鉴定了这 28 个化合物的结构，主要为异戊烯基吲哚生物碱类，核苷
类，香豆素类，蒽醌及其二聚体类，氧杂蒽酮类及其他类型等 6类。其中，菌株
Diaporthe sp.（ARL-09）的化合物 1为新化合物，以及 26个化合物为属首分。 
对分离得到的 28个化合物进行 ERα转录活性的测试。其中，发现 3个化合
物具有对 ERα 具有特异性转录激活活性，分别为菌株 Annulohypoxylon cf. stygi
um（ARTCL-05）的化合物 12，15及菌株 Diaporthe sp.（ARL-09）的化合物 4。 
对分离得到的 28个化合物进行 8个细胞株系的细胞毒活性测试。其中，菌
株 Annulohypoxylon cf. stygium（ARTCL-05）的化合物 2，13，14，17，菌株 D
iaporthe sp.（ARL-09）的化合物 11对一些癌细胞具有较好的选择性抑制增殖活
性，且呈现一定的浓度依赖性。 
本研究寻找到了具有 ERα 转录激活活性的化合物，为之后进一步研究该活
性化合物对 ERα 的特异性作用机制，并探讨构效关系，成药前景性等方向提供
了一定的科学依据。 
 
关键词：内生真菌；次级代谢物；ERα
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Abstract 
Secondary metabolites of endophytic fungal is an important source of novel 
Compounds with novel structure and biological activity. Anoectochilus roxburghii 
(Wall.) Lindl is famous region drug in Fujian province, with many pharmacological 
activities. There are few reports on the secondary metabolites of endophytic fungi from 
Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl, so the research on that is significant. Previously, 
three strains (Diaporthe sp. (ARL-09), Arthrinium arundinis (ARL-13) and 
Annulohypoxylon cf. stygium (ARTCL-05)) with specific activation of ERα 
transcriptional activity were screened from 93 strains of endophytic fungi extracts by 
estrogen receptor (ERα) as target protein model. The main objective of this subject is 
to isolate and purify Compounds with specific activation of ERα transcriptional activity 
from the crude extract of strain Diaporthe sp. (ARL-09) and Annulohypoxylon cf. 
stygium (ARTCL-05). 
In this study, 3 Compounds and 25 additional Compounds were isolated from the 
crude extracts of Annulohypoxylon cf. stygium (ARTCL-05) and Diaporthe sp. (ARL-
09) by using TLC, RP-18 column chromatography, gel column Sephadex LH20 
chromatography, normal phase silica gel column chromatography, HPLC, 
recrystallization and other chromatographic separation methods. The structure of 28 
Compounds were established by physicochemical properties and various current 
spectroscopic methods (UV, IR, MS, NMR ), mainly divided into isopentenyl indole 
alkaloids, nucleosides, coumarins, anthraquinone and its dimer, xanthenone and other 
types. Among them, Compound 1 of strain Diaporthe sp. (ARL-09) is a new Compound, 
and 26 Compounds are obtained for the first time from two genera. 
The isolated 28 Compounds were subjected to ERα transcriptional activity. 
Among them, Compounds 12, 15 of strain Annulohypoxylon cf. stygium (ARTCL-05) 
and Compounds 4 of strain Diaporthe sp. (ARL-09) have specific transcriptional 
activation activity against ERα. 
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The cytotoxic activity of the isolated 28 Compounds against 8 cell lines was tested. 
Among them, the Compound 2, 12, 13, 17 of the strain Annulohypoxylon cf. stygium 
(ARTCL-05) and the Compound 11 of the strain Diaporthe sp. (ARL-09) had a good 
selective inhibitory activity against some cancer cells with a certain concentration-
dependent. 
The Compounds with ERα transcriptional activity was found, which provided a 
scientific basis for the further study of the mechanism of specific action on ERα of the 
active Compound, the discussion of the structure - activity relationship, and the 
prospect of drug - making. 
 
Key words: Endophytic fungi; Secondary metabolites; ERα 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第 1 章 前言 
4 
 
第 1 章 前言 
1.1 植物内生真菌 
具有结构新颖和生物活性独特的天然产物一直都是先导化合物的重要来源
[1]，尤其是从植物内生真菌次级代谢产物中寻找具有结构新颖且具有良好生物
活性的先导化合物更是成为近些年国内外研究的热点。 
1.1.1 植物内生真菌的定义 
植物内生菌（Endophyte）是指真菌或者细菌在其全部或者部分生命周期中
侵入活的植物组织中并且在组织间引起不明显、无症状的感染，但不会造成疾病
症状的微生物，主要包括植物内生真菌（Endophytic Fungi）和植物内生细菌 [2]。
植物内生真菌与其宿主植物之间为共生关系，宿主植物为内生真菌提供保护和居
住场所并给予其生长所需的营养物质，反过来，内生真菌产生活性次级代谢产物
促使宿主的生长和增强宿主的竞争能力，同时保护宿主免受食草动物的采食和植
物病原体的侵害 [3]。 
1.1.2 内生真菌的次级代谢产物的研究进展 
内生真菌在与宿主植物长期的共同演化过程中形成了互惠共生关系。内生真
菌不仅能够参与植物次生成分的合成，或对植物次生代谢产物进行转化，而且还
能够独立产生丰富的次生代谢产物，是天然产物的重要来源 [4,5,30]。一些内生真
菌能产生与宿主植物相同或者相似的活性成分，如抗肿瘤活性物质（紫杉醇及其
类似物，鬼臼毒素及其类似物，喜树碱和 10-羟基喜树碱，长春花碱和长春新碱
及其类似物等），其他活性物质（石杉碱甲，金丝桃素，川楝素，薯蓣皂苷元等）
等等，除此之外还能独立产生丰富的具有生物活性的次级代谢产物，如抗病毒药
物布雷非德菌素 A，抗生素药物洛伐他汀，抗癌活性成分 Terrequinone A等等，
如表 1-1. 
1971年，M.C.Wani等研究员首次从红豆杉树皮提取物中发现具有肿瘤抑制
活性的四环二萜类化合物--紫杉醇 [6]，1992年，美国 FDA批准其及其衍生物用
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于治疗卵巢癌和乳腺癌药物上市，并很快成为已上市药物历史中“重磅炸弹”药物
（年销售额超过 10亿美元的药物）的一员。然而由于紫杉醇在红豆杉属等植物
中的含量极低，且其每年的需求又日益增加，这极大的增大了供不应求的困难。
过去 40年中，许多应用于增大紫杉醇的产量的技术措施如田间栽培，植物细胞
和组织培养，化学合成等也取得了成功 [7]，但是这些技术仍没有解决耗时，低产
和高成本等问题 [8]。然而，1993年美国蒙大拿州立大学的 Strobel等人首次在太
平洋短叶红豆杉内生真菌 Taxomyces andreanae中发现紫杉醇 [9]，这极大的激励
着从事药物研究人员对能产生紫杉醇的内生真菌的研究热情，且也开辟了一条通
过内生真菌生产有价值的化合物的方式。至今为止，至少发现了 19 种内生真菌
菌属能产紫杉醇及其衍生物 [8]。例如，Raja Venkatachalam等研究员从欧洲红豆
杉中分离得到内生真菌 Botryodiplodia theobromae（菌株 BT115），其紫杉醇产量
为 280.5 μg/L [10]；Rangarajulu Senthil Kumaran 等研究员从扶桑树叶中分离得
到内生真菌 Phyllosticta dioscoreae（菌株 No.605），其紫杉醇产量为 298 μg/L [1
1]；Peng Zhang等从北美红豆杉树皮内侧中分离得到内生真菌 Cladosporium cla
dosporioides（菌株MD2），其紫杉醇产量高达 800 μg/L [12]；Liu K等人从南方
红豆杉树皮中分离得到内生真菌 Metarhizium anisopliae（菌株 H-27），其紫杉醇
产量高达 846.1 μg/L [13]。 
1880 年，Podwyssotkzi 首次从美洲桃儿七植物的树脂中分离得到结晶性成
分木质素类化合物--鬼臼毒素，之后证实其具有显著的抗癌活性，其作为化学合
成的前体物质合成的抗癌药如鬼臼乙叉苷（依托泊苷或 VP16），鬼臼噻酚苷（替
尼泊苷或 VM26）以及磷酸依托泊苷等已先后被美国 FDA批准上市 [8,14]。现在，
鬼臼毒素的供应主要来至于天然的桃儿七植物，由于过度的开采，桃儿七植物已
濒临灭绝。为了满足鬼臼毒素的市场需求，研究人员从一些内生真菌的次级代谢
产物中发现替代的资源库 [8]。2003 年，杨显志等研究人员首次从桃儿七，南方
山荷叶和川八角莲中分离筛选得到 6 株能产鬼臼毒素的内生真菌 [14]；2006 年，
卢亮等研究员从沙地柏组织中分离筛选出能产生鬼臼毒素类似物的内生真菌 [1
5]；值得注意的是，Amardeep Kour 等研究人员从药用植物垂枝柏中分离得到的
内生真菌 Fusarium oxysporum（菌株 JRE1），其鬼臼毒素产量高达 28 μg/g [16]；
Satish Chandra Puri 等研究人员从桃儿七从分离得到内生真菌 Trametes hirsuta，
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其鬼臼毒素产量高达 30 μg/g [17]。 
1996 年，Monroe E. Wall 等人首次从紫树科植物喜树的木材提取分离得到
五环喹啉生物碱类化合物--喜树碱 [18]。喜树碱及其类似物 10-羟基喜树碱一直以
来被认为是最有效的两个抗肿瘤药物 [8]。两个著名的以喜树碱为原料的半合成
药物--拓扑替康（Hycamptin）和伊立替康（Camtostar）已被美国 FDA批准分别
用于卵巢癌，小细胞肺癌和结肠直肠癌 [19]。目前，其主要的活性化合物喜树碱
仍来源于野生的喜树和假紫龙树，从而导致了中国和印度大量的野生的喜树和假
紫龙树被砍伐，因此有必要找到高产的候选和替代的能产喜树碱及其衍生物的资
源库 [20,21]。2005 年，Satish Chander Puri 等研究人员从假紫龙树中分离得到可
以产喜树碱的内生真菌 Entrophospora infrequens（菌株 RJMEF001）[24]；2006
年，Touseef Amna 等研究人员从生长在印度查谟和马哈巴莱斯赫瓦尔地区的假
紫龙树细枝中分离筛选得到内生真菌 Entrophospora infrequens（菌株 5124），其
喜树碱产量最大高达 49.6 μg/g [21]；闵长莉等从喜树果实中分离筛选出两株内生
真菌 XK001和 XK002，其中 XK001产 10-羟基喜树碱，含量多达 677 μg/L [22]，
XK002产 10-羟基喜树碱，含量达 410 μg/L [23]。 
20世纪 50年代中晚期，Beer和 Johnson等分别从长春花中提取分离得到长
春花碱（vinblastine）和长春新碱（vincristine）（萜类吲哚生物碱类化合物），并
发现其对 P1534 小鼠白血病的疗效十分显著[25]。早在 20 世纪 70 年代起，长春
花碱和长春新碱就已经在临床上使用。80 年代通过半合成方法发现两种抗肿瘤
效果显著的长春花生物碱：长春地辛（vindesine）和长春瑞滨（vinorelbine），长
春地辛（vindesine）系美国 Lilly公司开发，并自 1980年起于 10多个国家上市，
而长春瑞滨（vinorelbine）系法国 Pierre药厂开发，1989年于法国上市[25]。目前
还处于临床研究的长春花碱和长春新碱衍生物：长春氟宁（vinflunine），长春甘
酯（vinglycinate）及脱水长春碱（anhydrovinblastine）[26]。1998年，郭波等研究
员首次报道了从长春花韧皮部分离得到一株能产长春花碱的内生真菌 Alternaria
 sp.（菌株 97CG1）[27]；2000年，张玲琪等研究人员也成功的从长春花茎的韧皮
部中分离得到能产生长春新碱的内生真菌 Fusarium oxysporum（菌株 97CG3） 
[28]；2004 年，杨显志等研究人员从长春花叶分离得到能产生长春新碱的未经确
认的内生真菌菌株 97CY3 [29]。这些报道显示了一些内生真菌具有成为产生长春
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花碱或长春新碱的潜在来源。 
石杉碱甲，金丝桃素，薯蓣皂苷元等活性化合物来源于天然产物，在临床上
应用广泛，是许多用于治疗老年痴呆，HIV，抑郁症等等疾病的上市药物主要成
分或者原料来源。从许多的植物内生真菌都能产生这些活性化合物，如周树良等
研究人员报道了从千层塔中分离得到一株能产石杉碱甲，含量高达 4.761 mg/L
的内生真菌 Penicillium chrysogenum [31]。Kusari 等人从金丝桃中分离得到一株
能产金丝桃素和大黄素的内生真菌 Chaetomium globosum（菌株 INFU/Hp/KF/34
B） [32]。周立刚和他的研究团队从滇重楼中分离得到了一些能产生薯蓣皂苷元
的内生真菌 [33,34]，等等。 
1958 年，Singleton 等人从 Penicillium decumben 发酵液中分离得到布雷菲
德菌素 A。美国肿瘤研究院（NCI）发现，布雷菲德菌素 A能够诱导肿瘤细胞分
化和凋亡，作为化学治疗试剂用于肿瘤治疗具有广阔的应用前景 [106-107]。文献报
道的、具有布雷菲德菌素 A合成能力的菌种包括青霉属（Penicillium） [108]、斜
卧青霉（Penicillium decumbens）、蓝青霉（Penicillium cyaneum）拟青霉（Paec
ilomyces sp. ）[108-109]等。 
Terrequinone A 最早从亚利桑那图森山峡谷豚草(Ambmsia ambrvsioides)上
的真菌土曲霉 (Aspergillus tetreus) 中发现并分离出来 [110-111]。Terrequinone A
作为具有抗癌活性的次级代谢产物,有着广阔的应用前景和市场潜力 [112]。 
 
Table 1-1：植物内生真菌部分活性次级代谢产物代表 
活性化合物结构和名称 来源菌株 相关药物 
紫杉醇 
Taxomyces an
dreanae[9] 
Metarhizium 
anisopliae[13] 
紫杉醇注射液[国药准字
H20103297]*等 
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鬼臼毒素 
Fusarium oxy
sporum[16] 
Trametes hirs
ute[17] 
鬼臼毒素[国药准字 H10
960171]*等 
 
喜树碱 
Entrophospor
a infrequens[2
1] 
喜树碱[国药准字 H4502
1212]*等 
 
10-羟基喜树碱 
Entrophospora 
infrequens[21] 
注射用羟喜树碱[国药
准字 H20064108]*等 
 
长春花碱 
Alternaria sp[27] 
硫酸长春碱[国药准字
H20057066]*等 
 
Fusarium oxysp
orum[28] 
注射用硫酸长春新碱
[国药准字 H44021772]
*等 
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